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RESUMO 
 
A diabetes é um distúrbio endócrino do metabolismo dos carboidratos 
clinicamente caracterizada por hiperglicemia, resultante da incapacidade do 
organismo em secretar insulina, defeitos na sua ação ou ambos. Na última 
década, houve um crescente aumento no número de trabalhos sobre a múltipla 
hereditariedade de um tipo de diabetes rara e não imunológica diagnosticada 
antes dos 6 meses de vida, a diabetes neonatal (DN). A maioria dos estudos, 
existentes na literatura referentes à DN, foi realizada em pacientes e aborda 
principalmente aspectos clínicos, etiológicos e terapêuticos. No entanto, existe 
uma deficiência de estudos realizados em modelos animais, a fim de avaliar 
danos moleculares em tecidos submetidos à hiperglicemia neonatal. 
Recentemente, as consequências da diabetes no sistema nervoso central 
(SNC) têm recebido maior atenção, uma vez que os recentes estudos mostram 
que a hiperglicemia é capaz de promover a ruptura da homeostase redox no 
cérebro de ratos. Neste sentido, o estresse oxidativo (EO) parece representar 
um dos mecanismos pelos quais a hiperglicemia danifica o tecido cerebral em 
um período crucial de desenvolvimento. Diante disso, o presente trabalho 
objetivou estudar não só a relação do EO com a hiperglicemia neonatal em 
cérebro de ratos, mas também avaliar se os danos oxidativos promovidos pelas 
espécies reativas de oxigênio (ERO) na condição hiperglicêmica podem estar 
envolvidos no processo de morte celular neuronal. Para isso, foram utilizados 
ratos Wistar de 5 dias de vida, divididos em dois grupos: controle e diabético. O 
modelo de diabetes foi induzido pela administração intraperitoneal de 
estreptozotocina (STZ) em uma única dose de 100 mg/Kg peso corporal, sendo 
que foram considerados diabéticos os ratos com glicemia >200mg/dL. Os 
animais foram sacrificados com 10 dias de vida, ou seja, 5 dias após a 
administração de STZ. O cérebro total dos animais foi homogeneizado, 
centrifugado e o homogeneizado utilizado para as medidas de parâmetros de 
EO e expressão proteica. Além disso, o cérebro total foi utilizado em cortes 
histológicos para análise do parâmetro de morte celular neuronal, avaliada pela 
técnica FluoroJade C. Os parâmetros de EO analisados foram o metabolismo 
da glutationa, que engloba a atividade das enzimas glutationa S-transferase 
(GST), glutationa redutase (GR), glutamato-cisteína ligase (GCL) e a 
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determinação da concentração de glutationa total e reduzida (GSH/GSSG). A 
medida do peróxido de hidrogênio (H2O2) também foi avaliada, juntamente com 
a quantificação proteica por “Western Blot” do fator nuclear eritroide 
relacionado ao fator 2 (Nrf2), da superóxido dismutase (SOD), da catalase 
(CAT), da glutationa peroxidase (GPx), da heme oxigenase 1 (HO-1) e da 
tiorredoxina (TRX). Os parâmetros relativos à sobrevivência e morte celular 
avaliados foram a quantificação proteica por “Western Blot” da proteína cinase 
B (AKT), da proteína cinase B fosforilada (p-AKT), da glicogênio sintase cinase 
3 β (GSK3β), da p38 proteína cinase ativada por mitógenos (p38), proteína 
cinase c-Jun N-terminal (JNK), da célula-B de linfoma 2 (Bcl2) e da proteína X 
associada a Bcl2 (Bax). Os ratos submetidos ao modelo de hiperglicemia 
neonatal não apresentaram diferenças significativas nos parâmetros 
relacionados ao metabolismo da glutationa (GST, GR, GCL e GSH/GSSG), 
tampouco nas concentrações de H2O2 quando comparados ao grupo controle. 
A expressão proteica do Nrf2 foi diminuída no grupo diabético, enquanto que a 
expressão da CAT, HO-1 e TRX se apresentaram aumentadas no grupo 
diabético quando comparado ao grupo controle. Não foram encontradas 
diferenças significativas nas expressões proteicas da SOD e GPx. As 
expressões proteicas das proteínas p38 e Bcl2 foram aumentadas, enquanto a 
expressão da p-AKT se mostrou reduzida no grupo diabético. Já com relação à 
expressão das proteínas JNK, GSK3β e Bax não houve diferença significativa 
nos grupos analisados. Finalmente, com relação à técnica que avaliou morte 
celular neuronal, o grupo diabético apresentou três vezes mais marcações de 
neurônios fluorescentes, ou seja, com morte celular quando comparado com o 
grupo controle. Portanto, esses resultados sugerem que o EO pode representar 
um mecanismo envolvido nos efeitos da hiperglicemia no SNC de ratos 
neonatos. Além disso, as alterações na expressão de proteínas envolvidas em 
vias de sobrevivência/morte celular colaboram para o resultado de morte 
celular verificado no cérebro de animais com hiperglicemia neonatal e mostram 
os efeitos nocivos da DN em um período crucial de desenvolvimento cerebral. 
 
Palavras-Chave: hiperglicemia neonatal; diabetes neonatal; estresse oxidativo; 
sistema de defesa antioxidante; morte celular. 
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ABSTRACT 
 
Diabetes is an endocrine disorder of the carbohydrates metabolism clinically 
characterized by hyperglycemia, resulting from the inability of the body to 
secrete insulin, defeats in its action and both. In the last decade, there has been 
an increasing number of studies about neonatal diabetes (DN), a type of 
diabetes non-immunological diagnosed before 6 months of life. The most 
studies related to DN was developed in patients and mainly deal with clinical, 
etiological and therapeutic aspects. However, there is a few of studies in animal 
models in order to assess molecular damage in tissues submitted to neonatal 
hyperglycemia. Recently, the consequences of diabetes in the central nervous 
system (CNS) have received increased attention, as recent studies show that 
hyperglycemia is capable of promoting the rupture of redox homeostasis in the 
rat brain. Wherefore, the present work aimed to study not only the relationship 
between EO and neonatal hyperglycemia in rat brain, but also evaluate if the 
oxidative damage promoted by reactive oxygen species (ROS) in the 
hyperglycemic condition may be involved in the neuronal cell death process. 
For this, 5-day-old Wistar rats were used to promote the induction of diabetes, 
which was done with a single intraperitoneal streptozotocin (STZ) administration 
(100 mg/kg body weight). Rats with glycemia> 200 mg/dL were considered 
diabetic. The rats were sacrificed in 10 days of life, wherefore five days after 
STZ adiminstration. The whole brain of the rats was homogenized, centrifuged 
and homogenized used for EO techniques and protein expression 
measurements. In addition, total brain was used in histological sections for 
analysis of the neuronal cell death. The EO parameters evaluated were the 
activity of the glutathione S-transferase (GST), glutathione reductase (GR), 
glutamate-cystein ligase (GCL) and the determination of total and reduced 
glutathione concentration (GSH/GSSG). Hydrogen peroxide (H2O2) was 
evaluated along with Western Blot protein quantification of catalase (CAT), 
glutathione peroxidase (GPx), heme oxygenase (HO-1) and thioredoxin (TRX). 
Relative to cell survival and death were evaluated protein kinase B (Akt), 
phosphorylated protein kinase B (p-Akt), glycogen synthase kinase 3β 
(GSK3β), p38 mitogen-activated protein kinase (p38), c-Jun amino-terminal 
kinases (JNK), phosphorylated c-Jun amino-terminal kinases (p-JNK), B-cell 
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lymphoma 2 (Bcl2) and Bcl2-associated protein X (Bax) by western blot. The 
neonatal hyperglycemia was not able to promote significant differences in the 
glutathione metabolism (GST, GR, GCL and GSH / GSSG) nor in the H2O2 
measurement when compared to the control group. Nrf2 protein expression was 
decreased whereas CAT, HO-1 and TRX protein expression were increased in 
the diabetic group when compared to the control group. No significant 
differences were found in the protein expression of SOD and GPx. Also, p38 
and Bcl2 protein expression  was increased, whereas p-Akt was decreased in 
the diabetic group, already regarding the expression of JNK, p-JNK, Jsk3β and 
Bax proteins there were no significant difference in the analyzed groups. Finally, 
relative to neuronal cell death technique, the diabetic group presented three fold 
more neuronal cell death with fluorescent marking characteristic, when 
compared to the control group. Therefore, these results suggest that OE may 
represent a mechanism involved in the effects of hyperglycemia in the central 
nervous system of neonatal rats. In addition, changes in the expression of 
proteins involved in survival/death cell pathways contribute to the outcome of 
cell death, result found in the brain of animals with neonatal hyperglycemia and 
finally show the harmful effects of neonatal diabetes in a crucial period of brain 
development. 
 
Keywords: neonatal hyperglycemia; neonatal diabetes; oxidative stress; 
antioxidant defense system; death cellular. 
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Figura 1: Efeito da hiperglicemia neonatal sobre a medida do Peróxido de 
Hidrogênio (H2O2). Os resultados foram expressos em média ± erro padrão (n= 
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com valores de *p<0,05 foram considerados significativos (teste t Student). 
 
Figura 2: Esquema dos principais resultados obtidos no modelo de 
hiperglicemia neonatal induzido por estreptozotocina (STZ). (p38) p38 proteína 
cinase ativada por mitógeno; (p-AKT) proteína cinase B fosforilada; (Nrf2) fator 
nuclear eritroide relacionado ao fator 2; (CAT) catalase; (Bcl2) célula-B de 
linfoma 2; (Trx) tiorredoxina; (HO-1) heme oxigenase 1. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1 Diabetes 
 
A diabetes é uma desordem metabólica crônica caracterizada por 
hiperglicemia resultante da incapacidade do pâncreas em produzir uma 
quantidade suficiente de insulina ou quando o organismo é incapaz de, 
efetivamente, utilizar a insulina produzida ((Ncd-Risc), 2016). A insulina é um 
hormônio produzido no pâncreas em resposta a diversos estímulos sendo que 
a glicose é considerada o principal determinante da sua secreção (Joshi et al., 
2007; Asmat et al., 2016). Nesta patologia, coexistem distúrbios no 
metabolismo de carboidratos, lipídeos e proteínas (Joshi et al., 2007; Silva et 
al., 2011). 
Atualmente, segundo a Organização Mundial da Saúde a prevalência a 
nível global da diabetes é de 8,5% na população adulta e aproximadamente 
422 milhões conviviam com a diabetes em 2014, portanto esta doença pode 
ser considerada uma epidemia ((Ncd-Risc), 2016). Além disso, já que a 
diabetes continua sendo uma questão de saúde pública, torna-se importante 
enfatizar os efeitos econômicos desta doença e a importância de estudos 
relativos à mesma.  
A diabetes é comumente classificada em dois tipos, a do tipo 1 e a do tipo 
2. Na diabetes do tipo 1, os pacientes são normalmente diagnosticados na 
infância e adolescência e sua etiologia é baseada na destruição autoimune das 
células beta pancreáticas, o que acarreta em uma deficiência na secreção de 
insulina, tornando os pacientes dependentes de insulina por toda a vida. Por 
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outro lado, a diabetes do tipo 2 se desenvolve principalmente na idade adulta e 
se caracteriza pela resistência tecidual à ação da insulina associada à 
insuficiência pancreática na secreção deste hormônio. Normalmente, está 
relacionada à obesidade, falta de atividade física e alimentação não saudável. 
Trata-se do tipo mais comum, representando 90% dos casos em todo o mundo 
e o tratamento pode envolver mudanças de estilo de vida, perda de peso, 
medicação oral ou até mesmo injeções de insulina (Olokoba et al., 2012; Davey 
et al., 2014; (Ncd-Risc), 2016). Além da diabetes do tipo 1 e do tipo 2, existem 
outros tipos de diabetes, como a DN.  
 
1.2 Diabetes Neonatal (DN) 
 
DN é uma doença rara com incidência de aproximadamente de 1 para 
20.000 a 500.000 nascimentos no mundo (Aguilar-Bryan e Bryan, 2008; 
Grulich-Henn et al., 2010; Habeb et al., 2012; Iafusco et al., 2012) na qual, 
devido à produção ou liberação inadequada de insulina, a terapia exógena 
acaba sendo requerida (Fösel, 1995; Polak e Cavé, 2007). 
Um problema potencial de diagnóstico da DN é a sua diferenciação da 
diabetes do tipo 1.  A DN é diagnosticada clinicamente pela presença de 
hiperglicemia antes dos seis primeiros meses de vida dos pacientes (Takagi et 
al., 2013). Vários estudos indicam que a maioria das causas identificadas de 
diabetes, antes dos seis meses de idade, é de origem monogênica (Shield et 
al., 1997; Flanagan et al., 2007) sem evidência de marcadores de destruição 
autoimune das células beta (β) (Edghill et al., 2006; Gach et al., 2007).  
Os níveis hiperglicêmicos dos pacientes com DN podem normalizar 
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espontaneamente, caracterizando a diabetes neonatal transitória (DNT) que 
abrange 50 a 60% dos casos de DN. Por outro lado, o alto nível glicêmico pode 
persistir durante o resto da vida na diabetes neonatal permanente (DNP) (Polak 
e Shield, 2004; Takagi et al., 2013). Os pacientes com DN apresentam como 
principais sintomas: hiperglicemia, retardo no crescimento intrauterino, falha no 
desenvolvimento, baixo peso corporal, febre, desidratação e acidose com 
cetonúria, retinopatia prematura, sepse, hemorragia intraventricular severa e 
internação hospitalar prolongada, além dessa doença aumentar a mortalidade 
e a morbidade de crianças prematuras (Ertl et al, 2006; Garg et al, 2003; Kao et 
al, 2006; Hays et al, 2006; Fösel, 1995). 
A hiperglicemia neonatal é comum em bebês prematuros com baixo 
peso ao nascer (Hays et al, 2006) e tem sido vinculada a inúmeras 
complicações como  
Na última década, houve um aumento no número de trabalhos sobre a 
múltipla hereditariedade do tipo de diabetes não imunológica diagnosticada 
antes dos 6 meses de vida, sendo que estes estudos tiveram como principal 
intuito aumentar a compreensão sobre os genes envolvidos em toda a cadeia 
de controle da homeostasia da glicose. A DN é geneticamente heterogênea, 
com pelo menos 20 genes causais diferentes. Atualmente, a DN está 
relacionada ao surgimento de mutações em genes envolvidos no 
desenvolvimento do pâncreas, na apoptose de células beta (β), no 
processamento da insulina e na regulação da liberação da insulina (Aguilar-
Bryan e Bryan, 2008). 
Como citado acima, a etiologia desta doença tem uma origem 
heterogênea; portanto, apenas as causas mais comuns de DN serão 
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comentadas, tais como:  
- Anomalias no braço longo do cromossomo 6 
A maioria dos pacientes com DNT apresenta anormalidades no 
cromossomo 6q24, na qual três anormalidades foram encontradas: dissomia 
unipaternal do cromossomo 6, duplicação de herança paterna do braço longo 
do cromossomo 6 e defeitos de metilação (Temple et al., 1996). A duplicação é 
de herança paterna na DNT e acontece devido à “imprintings” (gene expresso 
apenas por um alelo, pois o outro é metilado e consequentemente torna-se 
inativo) que levam ao aumento da expressão do alelo paterno. Sugerem-se 
dois genes localizados no cromossomo 6 como candidatos a causa da doença: 
o gene que codifica o fator de crescimento ZAC, que regula o ciclo celular e 
apoptose, além do gene HYMAI de função ainda desconhecida (Arima et al., 
2001). 
- Mutações do canal de Potássio adenosina trifosfato (ATP)-sensível 
A liberação de insulina ocorre quando a glicose entra na célula β 
pancreática através da ligação com a proteína transportadora de glicose 
(GLUT2), sendo então internalizada e fosforilada pela glicocinase, que a 
direciona para a via glicolítica, posteriormente para o ciclo do ácido 
tricarboxílico e finalmente, produzindo ATP (Glaser et al., 1998). O aumento da 
razão ATP/ADP intracelular leva ao fechamento do canal de potássio e à 
despolarização da membrana. O canal de cálcio sensível à voltagem então se 
abre e o influxo de cálcio promove a liberação dos grânulos de insulina (Gurgel 
e Moisés, 2008; Greeley et al., 2010). 
Os canais de potássio ATP-sensíveis têm um papel importante na 
atividade elétrica do metabolismo celular através da regulação do movimento 
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de potássio através membrana. Estes canais são complexos octaméricos 
compostos por dois tipos de subunidades, quatro receptores regulatórios 
sulfonilureia (SUR) e quatro subunidades que formam o poro do canal (Kir) 
(Bryan et al., 2005). A subunidade SUR é codificada pelo gene ABCC8, 
estando presente na célula β pancreática e nos neurônios, já a subunidade Kir 
é codificada pelo gene KCNJ11 (Inagaki et al., 1995). Tanto a subunidade SUR 
quanto a Kir são vitais para a regulação adequada da secreção de insulina, já 
que fazem a ligação entre o metabolismo celular e a atividade elétrica da 
membrana plasmática (Gurgel e Moisés, 2008).  
Na DN ocorrem mutações no gene KCNJ11, sendo esta a causa mais 
comum de DNP (Sagen et al., 2004), e mutações no gene ABCC8, como a 
segunda causa mais comum de DNT (Vaxillaire et al., 2007). As mutações 
nestes dois genes provocam uma insensibilidade do canal de potássio aos 
altos níveis de ATP, ou seja, os canais de potássio não fecham e 
consequentemente a insulina não é secretada (Flechtner et al., 2008). 
- Mutações no gene da insulina 
Estudos recentes apontam as mutações no gene da insulina como a 
segunda causa mais comum de DNP, após as mutações no gene KCNJ11. As 
mutações são localizadas em resíduos de aminoácidos que podem afetar 
potencialmente a clivagem e/ou dobramento de pré-pró-insulina e pró-insulina. 
O acúmulo da insulina dobrada inadequadamente poderia induzir um estresse 
prolongado ao retículo endoplasmático e a iniciação do processo de apoptose 
das células. Os pacientes com essas mutações apresentam cetoacidose, 
hiperglicemia (aproximadamente 650 mg/dL) e baixo peso ao nascimento. 
Todos esses sintomas resultam da falta de insulina, pois esta atua ainda no 
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útero e nos primeiros meses de vida como um hormônio importante no 
desenvolvimento (Støy et al., 2007; Gurgel e Moisés, 2008).  
- Mutações no gene da glicocinase 
A glicocinase é uma enzima relevante na regulação do metabolismo da 
glicose, pois funciona como um sensor da célula β pancreática ao nível de 
glicose sanguínea, que acaba por fim estimulando a liberação de insulina. São 
conhecidas aproximadamente 200 mutações do gene da glicocinase, em que a 
maioria é heterozigota, reduzindo a entrada de glicose na rota glicolítica (Gloyn, 
2003). Entretanto, existem mutações em homozigose sendo uma causa 
bastante rara e grave de DNP (Njølstad et al., 2001; Polak e Shield, 2004). 
- Mutações no gene insulin promoter factor 1 (IPF-1) 
O gene IPF-1 está envolvido no controle do desenvolvimento 
pancreático intrauterino e também na integridade funcional das células β 
pancreáticas. Mutações em homozigose ou heterozigose composta foram 
encontradas em portadores de DNP (Schwitzgebel et al., 2003). 
Com relação ao tratamento destes pacientes na prática clínica, a insulina 
é a escolha imediata para o estabelecimento do controle metabólico na DN, 
pois é eficaz em todos os casos de déficit de insulina (Aguilar-Bryan e Bryan, 
2008). Quando o diagnóstico é realizado antes dos seis meses de vida e o 
“screening” genético identifica mutações nos genes envolvidos com os canais 
de potássio ATP-sensíveis é possível utilizar uma estratégia terapêutica 
alternativa, o uso de sulfonilureias. Essa é uma classe de fármacos utilizada no 
tratamento da diabetes tipo 2 que leva ao fechamento dos canais de potássio 
(K+) ATP sensíveis por um mecanismo independente do ATP, portanto essa 
droga pode ser utilizada no tratamento da DN causada por mutações nos 
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canais de K+ ATP sensíveis (Flechtner et al., 2008). Além disso, agentes 
hipoglicemiantes orais (tolbutamida, glibenclamida e glicazida) apresentam 
uma alternativa substituindo o tratamento clássico de injeções de insulina (Metz 
et al., 2002; Aguilar-Bryan e Bryan, 2008). 
Nas as últimas décadas, houve uma expansão nos estudos relacionados a 
diabetes neonatal, analisando o perfil clínico, a etiologia e o tratamento a ser 
preconizado durante o diagnóstico da DN. No entanto, por se tratarem apenas 
de estudos clínicos, se desconhecem os mecanismos responsáveis pelos 
efeitos deletérios da hiperglicemia neonatal sobre os órgãos dos pacientes 
neste período importante de desenvolvimento. Evidências sugerem que o 
estresse oxidativo (EO) possa atuar como um destes mecanismos, sendo que 
o mesmo tem um papel fundamental na patogênese da diabetes e suas 
complicações (Dalle-Donne et al., 2006; Rosa et al., 2015). Além disso, tem 
sido postulado que os pacientes e ratos diabéticos estariam mais suscetíveis 
ao EO, visto que a presença de hiperglicemia é capaz de promover um 
aumento na produção de radicais livres (Baynes, 1991; Chang et al., 1993; 
Baynes e Thorpe, 1999) e / ou um prejuízo nas defesas antioxidantes (Halliwell 
e Gutteridge, 1990; Mclennan et al., 1991). 
 
1.3 Espécies Reativas 
 
Um radical livre é qualquer espécie química de existência independente 
que possui um ou mais elétrons desemparelhados na última camada eletrônica, 
os quais apresentam rotação paramagnética, configurando uma situação 
energeticamente instável (Halliwell e Gutteridge, 2007).  
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A formação de radicais livres pode ser realizada mediante a perda ou 
ganho de um elétron de um não radical (Halliwell e Gutteridge, 2007). Sendo 
que um único radical pode iniciar uma sequência de reações de transferência 
de elétrons em cadeia (Maxwell, 1995). As reações em cadeia são: reações de 
iniciação, ocorrendo à formação de um radical livre a partir de uma espécie 
química não-radical estável; reações de propagação, ocorrendo à formação de 
um radical livre que reage com uma molécula estável, gerando outro radical; e 
reações de terminação, ocorrendo à formação de dois radicais livres que 
anulam seus elétrons desemparelhados formando um produto estável (Boveris, 
1998). 
No metabolismo celular aeróbio fisiológico, o O2 aceita quatro elétrons 
sofrendo então uma redução tetravalente e formando finalmente duas 
moléculas de água (H2O). A citocromo oxidase mitocondrial acrescenta quatro 
elétrons em cada molécula de O2, gerando então duas moléculas de H2O 
(Bergendi et al., 1999). Todavia, em torno de 5% do O2 utilizado na cadeia 
respiratória mitocondrial não é completamente reduzido à água, produzindo 
possivelmente intermediários reativos como os radicais superóxido (O2
•−), 
hidroxila (OH•) e também o não radical peróxido de hidrogênio (H2O2) (Boveris 
e Chance, 1973). 
Apesar de o ânion superóxido não danificar diretamente a molécula de 
ácido desoxirribonucleico (DNA), lipídios e proteínas (Halliwell e Gutteridge, 
2007), outras espécies reativas de oxigênio (ERO) acabam sendo geradas 
rapidamente a partir desse precursor. A ação catalítica da enzima antioxidante 
superóxido dismutase (SOD) promove a redução de duas moléculas de ânion 
superóxido a peróxido de hidrogênio por dismutação espontânea. 
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Consequentemente, o peróxido de hidrogênio quando entra em contato com 
íons de cobre ou ferro gera radical hidroxila altamente reativo, capaz então de 
atacar e danificar todas as biomoléculas citadas acima (Halliwell, 2001). Além 
disso, a partir do ânion superóxido e do radical hidroxila também pode ser 
gerado o oxigênio singlet (1O2), que não é um radical livre, mas uma forma 
reativa do oxigênio (O2) capaz de oxidar diversas moléculas, como por 
exemplo, os lipídios de membrana, gerando hidroperóxidos lipídicos (Bergendi 
et al., 1999). 
O termo genérico ERO é utilizado para incluir não só os radicais 
formados pela redução do O2 (O2
•− e OH•), mas também alguns não-radicais 
derivados do oxigênio, como o peróxido de hidrogênio (H2O2), o oxigênio 
singlet (1O2), o ácido hipocloroso (HOCl) e o ozônio (O3) (Halliwell e Gutteridge, 
2007). Além dessas, existem ainda as espécies reativas de nitrogênio (ERN), 
sendo o óxido nítrico (NO•) e o peroxinitrito (ONOO-) as principais 
representantes. 
As espécies reativas estão presentes tanto em processos fisiológicos 
quanto em processos patológicos. Somente, um desequilíbrio entre os 
sistemas de formação e de remoção dessas espécies pode resultar em 
consequências patológicas, no qual essas espécies reativas podem oxidar 
moléculas biológicas incluindo proteínas, lipídios e DNA (Maxwell, 1995). 
Todavia, a célula possui um sistema de defesa eficiente que é capaz de 
neutralizar naturalmente estas espécies reativas formadas.  
 
1.4 Sistema de Defesa Antioxidante 
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O sistema de defesa antioxidante tem a função de inibir e/ou reduzir os 
danos causados pela ação deletéria dos radicais livres ou das espécies 
reativas não radicais às biomoléculas do organismo (Halliwell, 2012). O sistema 
de defesa antioxidante é classificado em enzimático e não-enzimático.  
Com relação ao sistema de defesa enzimático, dentre as principais enzimas 
antioxidantes podemos citar a SOD, a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase 
(GPx), que estão presentes no organismo em diferentes concentrações, 
dependendo do tecido em que se encontram. O tecido cerebral, por exemplo, 
contém níveis muito baixos de CAT, sendo então fundamental a presença de 
SOD e GPx em todas as regiões cerebrais (Halliwell e Gutteridge, 2007). 
O papel biológico da enzima SOD consiste em atuar como “scavenger” 
do íon superóxido (Fridovich, 1975; Halliwell e Gutteridge, 2007). Existem 
várias formas dessa metaloenzima, variando sua localização e o seu grupo 
prostético. A forma SOD cobre-zinco está presente principalmente no citosol de 
células eucarióticas, a SOD manganês na matriz mitocondrial, enquanto a SOD 
ferro está presente apenas em plantas e bactérias. Todas as formas, no 
entanto, catalisam a dismutação do O2
•− (ânion superóxido), formando peróxido 
de hidrogênio e oxigênio (Mccord e Fridovich, 1969; Halliwell e Gutteridge, 
2007).    
O H2O2 formado é degradado posteriormente pelas enzimas CAT e GPx. 
A enzima CAT irá catalisar a redução de uma molécula de H2O2 a H2O e a 
oxidação de outra molécula a O2 (Ferreira e Matsubara, 1997). A CAT de 
tecidos animais e vegetais está principalmente localizada em organelas 
subcelulares conhecidas como peroxissomas e em menor quantidade no 
citosol e mitocôndria (Wood, 2006).  
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Já a enzima GPx atua removendo o H2O2 e outros peróxidos através do 
acoplamento de sua redução a H2O com a concomitante oxidação da molécula 
glutationa reduzida (GSH). A GPx atua dependendo da ação da enzima 
glutationa redutase (GR), que catalisa a redução de GSSG a GSH utilizando 
NADPH como coenzima (Wendel, 1981). Existe uma GPx encontrada no citosol 
e na mitocôndria que requer selenocisteína como cofator, já a outra GPx 
existente localiza-se no citosol e é independente de selênio (Prohaska et al., 
1977).  
Neste contexto, destaca-se a importância da enzima glicose-6-fosfato-
desidrogenase (G6PD), limitante da via das pentoses fosfato que converte 
glicose-6-fosfato (G6P) em 6-fosfogluconolactona e reduz nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato forma oxidada (NADP+) a nicotinamida adenina 
dinucleotídeo fosfato reduzida (NADPH). O NADPH produzido é importante 
para fornecer uma proteção celular contra o EO por espécies reativas, pois 
detoxifica e regenera a forma GSH através da enzima GR (Tsai et al., 1998; 
Frosali et al., 2004). 
Outras enzimas antioxidantes, como a glutationa S-transferase (GST) e 
a tiorredoxina também ajudam na remoção e inativação de ERO formada nas 
mitocôndrias (Zhang et al., 2010). A tiorredoxina contém o seu sítio ativo na 
parte Cys-Gly-Pro-Cys (Holmgren, 1968). Os elétrons provenientes do NADPH 
são transferidos para a tiorredoxina redutase (TrxR), a qual é capaz de reduzir 
a tiorredoxina através da redução das ligações dissulfeto (Hanschmann et al., 
2013). A TrxR é uma seleno proteína com grande especificidade de substrato, 
também regulada pelo fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2 (Nrf2) (Kim 
et al., 2001). 
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Relacionado ao sistema de defesa antioxidante não enzimático podemos 
citar a molécula de glutationa que é um tripeptídeo (γ-L-glutamil-L-
cisteinilglicina) presente nos mamíferos em suas formas reduzida e oxidada, 
atingindo a concentração máxima no fígado. É o tiol mais abundante no meio 
intracelular, sendo sua capacidade redutora determinada pelo grupamento-SH. 
A função antioxidante da GSH se dá, em grande parte pela reação catalisada 
pela GPx, que reduz o H2O2 e peróxidos de lipídios, enquanto ocorre a 
conversão em GSSG. A GSSG por sua vez, é reduzida pela GR utilizando o 
NADPH e impedindo a paralisação do ciclo metabólico da glutationa (Lu, 2013). 
A síntese de GSH ocorre no citosol de todas as células a partir dos 
aminoácidos: glicina, cisteína e glutamato. A glutationa é produzida pela ação 
sucessiva de duas enzimas: glutamato cisteína-ligase (GCL) e glutationa-
sintetase (GS). Na primeira reação, a enzima GCL, utilizando como substratos 
os aminoácidos glutamato e cisteína, forma o dipeptídeo γ-L-glutamil-L-
cisteína. Na reação seguinte, esta molécula é combinada com a glicina na 
reação catalisada pela enzima GS, formando a GSH. A adenosina trifosfato 
(ATP) serve como co-substrato para ambas as enzimas. A GCL é a enzima 
chave limitante da síntese de GSH e é conhecida por regular o turnover de 
controle de GSH intracelular, ou seja, quando a concentração intracelular de 
GSH está baixa, a GCL é estimulada por retroalimentação negativa e a 
produção de GSH é então estimulada (Lu, 2013).  
Um componente que também desempenha um papel importante na 
defesa oxidativa é o Nrf2 (He et al., 2009). O Nrf2 atua na regulação da 
expressão e indução de uma série de proteínas e enzimas citoprotetoras. 
Estudos recentes com ratos knockout para o gene que codifica o Nrf2 
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mostraram um aumento substancial na toxicidade e nas doenças associadas 
com EO (Motohashi e Yamamoto, 2004; Ma e He, 2012). Existem evidências 
de que alterações no estado redox e o aumento da formação de espécies 
reativas podem acarretar na translocação do Nrf2 para o núcleo (Kweon et al., 
2006). A expressão anormal do Nrf2 tem sido associada com a hiperglicemia 
presente no diabetes (Zhao et al., 2013). Consequentemente, o Nrf2 quando 
translocado para o núcleo tem a finalidade de induzir a expressão de várias 
proteínas de detoxificação e antioxidantes. 
Neste contexto, destaca-se o papel da heme-oxiganase, proteína 
presente em todos os tecidos, que compreende dois subtipos a HO-1 e a HO-2, 
e que age como enzima chave na degradação do grupamento heme, um 
processo que leva a formação de quantidades equimolares de biliverdina, ferro 
livre e monóxido de carbono. No cérebro de rato adulto normal, a isoenzima de 
HO-2 é expressa constitutivamente e amplamente distribuída ao longo do 
neuroaxis mamífero, enquanto a HO-1, uma proteína de estresse que tem sua 
expressão baixa e restrita a pequenos grupos de neurônios e neuroglia (Ryter 
et al., 2006). Vários estudos demonstraram que a expressão de HO-1 cerebral 
é marcadamente induzida por diversos fatores incluindo lesões cerebrais (Ryter 
et al., 2006; Syapin, 2008). O gene da proteína HO-1 é induzido por estímulos 
nocivos (por exemplo, H2O2 e citocinas) em doenças cerebrais como a doença 
de Alzheimer, doença de Parkinson e outras condições neuropatológicas. Além 
disso, um estudo recente demonstrou que a hiperglicemia induz a expressão 
de HO-1 mediante sinalização que envolve a formação de ERO (Yang et al., 
2016). 
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1.5 Estresse Oxidativo  
 
Em situações fisiológicas, a produção de ERO e de ERN é em sua maior 
parte neutralizada pelos sistemas de defesa antioxidante do organismo. No 
entanto, em determinadas condições patológicas pode haver um desequilíbrio 
entre a produção de oxidantes e o sistema de defesa antioxidante presente na 
célula, levando então a instalação do estresse oxidativo (Halliwell e Gutteridge, 
2007). 
O EO pode ser resultado tanto da diminuição das defesas antioxidantes 
quanto de uma produção aumentada de oxidantes, ou ambas (Halliwell, 2001). 
A presença de espécies reativas em excesso pode ocasionar uma inadequada 
oxidação de biomoléculas, levando a um dano molecular e celular durante o 
EO, tendo como consequências: a adaptação das células, injúria celular ou 
morte celular por apoptose ou necrose (Behl e Moosmann, 2002; Halliwell e 
Whiteman, 2004). 
Sabe-se que o cérebro é um órgão particularmente suscetível ao EO 
quando comparado a outros tecidos, devido: ao elevado consumo de oxigênio 
(O2); ao alto conteúdo de ferro, favorecendo a lipoperoxidação; ao alto 
conteúdo lipídico, principalmente lipídios de cadeias laterais altamente poli-
insaturadas, que são extremamente suscetíveis à lipoperoxidação; e à reduzida 
defesa antioxidante, sendo os níveis de CAT particularmente baixos em muitas 
regiões cerebrais (Halliwell, 1996; Halliwell e Gutteridge, 2007). 
Recentemente, estudos têm demonstrado o envolvimento do EO nos 
mecanismos de danos moleculares e celulares aos tecidos em um amplo 
espectro de doenças humanas (Halliwell, 2001). Como por exemplo, o EO 
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parece estar associado aos danos neurológicos de várias doenças 
neurodegenerativas, como as doenças de Alzheimer, Parkinson, as escleroses 
múltiplas e demência, entre outras (Reznick e Packer, 1994; Halliwell, 2001). 
 
1.6 Estresse Oxidativo e Hiperglicemia 
 
Muitas evidências sugerem que o EO tem um papel fundamental na 
patogênese da diabetes e suas complicações (Donne et al, 2006). Tem sido 
postulado que os pacientes e ratos diabéticos estariam mais suscetíveis ao EO, 
visto que a presença de hiperglicemia é capaz de promover um aumento na 
produção de radicais livres (Baynes, 1991; Chang et al., 1993; Baynes e 
Thorpe, 1999) e / ou um prejuízo nas defesas antioxidantes (Halliwell e 
Gutteridge, 1990; Mclennan et al., 1991). 
Várias hipóteses têm sido relatadas para explicar a elevação de 
espécies reativas na condição metabólica presente na diabetes, tais como a 
oxidação da glicose, a glicação não enzimática de proteínas, a ativação da 
proteína cinase C, a baixa concentração de antioxidantes nos tecidos e o 
comprometimento do sistema antioxidante enzimático (Baynes e Thorpe, 1999; 
Brownlee, 2001). 
A hiperglicemia está presente em todas as formas de diabetes sendo um 
dos principais contribuintes para o EO, tanto pela geração direta de ERO, 
quanto mediante alteração no equilíbrio redox (Rains e Jain, 2011). 
Publicações recentes sugerem cinco principais mecanismos pelos quais a 
hiperglicemia induz EO no tecido vascular: fluxo aumentado de açúcares 
através da via poliol, formação intracelular aumentada de produtos de glicação 
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avançada (AGEs), aumento da expressão do receptor para AGEs; ativação de 
isoformas da proteína cinase C (PKC) e hiperatividade da via hexosamina 
(Giacco e Brownlee, 2010). Evidências convincentes levam à hipótese de que 
todos os mecanismos acima são ativados por um único evento anterior: a 
produção de superóxido aumentada (Giacco e Brownlee, 2010). O aumento de 
ânion superóxido pode ser mitocondrial (Brownlee, 2001) ou pela enzima 
NADPH oxidase (Serpillon et al., 2009). 
A hiperglicemia presente na diabetes promove alterações no 
metabolismo do NADPH, alterações provavelmente relacionadas com a 
glicose-6-fosfato desidrogenase (G6PD), enzima limitante da via das pentoses 
fosfato. Na fase oxidativa da via das pentoses fosfato, a G6PD produz NADPH, 
cofator essencial para a atividade das enzimas GR e NADPH oxidases (Martins 
et al., 1986). Estudos recentes, utilizando um modelo de hiperglicemia grave, 
mostram o aumento na produção de ânion superóxido no miocárdio via NADPH 
oxidase. (Gupte et al., 2005; Gupte et al., 2006; Serpillon et al., 2009). 
Os mecanismos de dano cerebral nessa doença ainda permanecem 
desconhecidos; portanto, várias evidências baseadas em estudos recentes 
indicam que o dano oxidativo induzido pela hiperglicemia pode contribuir para 
danos ao sistema nervoso (Biessels et al., 2002). Espécies reativas geradas 
pela hiperglicemia podem danificar o sistema nervoso central (SNC) pelo 
ataque a neurônios e células de Schwann, devido ao seu alto teor de lipídios 
poli-insaturados (Kumar e Menon, 1993; Aragno et al., 2000). Além disso, um 
estudo recente realizado pelo nosso grupo mostrou alterações em alguns 
parâmetros de EO, sugerindo que o mesmo parece ser um mecanismo que 
contribui para os danos ao SNC de ratos neonatos (Rosa et al., 2015).  
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1.7 Morte Celular 
 
No corpo humano a morte celular ocorre em grande frequência, tanto em 
condições consideradas fisiológicas quanto em patológicas. Fisiologicamente, o 
organismo adulto em condições de homeostase promove, como o intuito de 
compensação, a eliminação de uma célula mediante a morte celular a cada 
ciclo de duplicação realizado. Em contraste, as condições patológicas são 
normalmente ligadas à morte celular desregulada (excessiva ou deficiente) 
(Galluzzi et al., 2007).  
Segundo o comitê de nomenclatura de morte celular existe uma 
classificação de morte celular a partir de características morfológicas 
englobando principalmente a autofagia, a necrose e a apoptose. A morte 
celular autofágica é classificada morfologicamente como um tipo de morte 
celular que ocorre na ausência de condensação da cromatina, mas 
acompanhada de vacuolização autofágica maciça do citoplasma. Em contraste 
com as células apoptóticas (cuja depuração é assegurada por engolfamento e 
degradação lisossômica), as células que morrem com morfologia autofágica 
têm pouca ou nenhuma associação com fagócitos (Clarke, 1990; Baehrecke, 
2005).  
Já a morte celular necrótica ou necrose é morfologicamente 
caracterizada por um ganho no volume celular, inchaço das organelas, ruptura 
da membrana plasmática e subsequente perda de conteúdo intracelular. 
Durante muito tempo, a necrose foi considerada meramente como uma forma 
de morte celular a partir de um acidente descontrolado, mas há evidências de 
que a execução da morte celular necrótica pode ser finamente regulada por um 
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conjunto de vias de transdução de sinal e mecanismos catabólicos. Vários 
mediadores, organelas e processos celulares têm sido implicados na morte 
celular necrótica, mas ainda não está claro como eles inter-relacionam entre si 
(Festjens et al., 2006; Golstein e Kroemer, 2007). 
Finalmente a morte celular por apoptose é classificada então como um 
tipo de morte celular acompanhada por arredondamento da célula, retração dos 
pseudópodes, redução do volume celular, condensação da cromatina, 
fragmentação nuclear, classicamente poucas ou nenhuma modificação 
ultraestrutural de organelas citoplasmáticas, protrusão da membrana 
plasmática (mas manutenção de sua integridade até as etapas finais do 
processo) e engolfamento por fagócitos residentes (in vivo). Por conseguinte, o 
termo "apoptose" deve ser aplicado aos eventos de morte celular que ocorrem 
ao mesmo tempo em que se manifestam várias destas características 
morfológicas (Kroemer et al., 2009). 
Relativo à ativação do processo de apoptose podemos citar duas vias: a 
via extrínseca e a via intrínseca. A via extrínseca é ativada por sinais 
extracelulares que são detectados e propagados através de receptores 
específicos (Wajant, 2002; Mehlen e Bredesen, 2011). Já a via intrínseca é 
regulada principalmente pela família de proteínas célula-B de linfoma 2 (Bcl2), 
que desempenham um papel importante no controle da permeabilidade da 
membrana mitocondrial. Essas proteínas em conjunto são capazes de 
promover a estimulação da apoptose por proteínas pró-apoptóticas proteína X 
associada a Bcl2 (Bax) ou de bloquear a apoptose através das proteínas 
antiapoptóticas (Bcl2). A exemplo disso, em um cenário de dano a membrana 
mitocondrial enquanto a proteína pró-apoptótica Bax promove a liberação do 
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citocromo c e ativa as proteínas caspases, a proteína antiapoptótica Bcl2 não 
foi capaz de impedir a liberação de citocromo c, podendo então ocasionar, por 
fim a apoptose (Anilkumar e Prehn, 2014). 
Neste mesmo contexto, existem outras proteínas que também podem 
ser correlacionadas com o a ativação do processo de morte celular, como por 
exemplo as proteínas da família proteínas cinases ativadas por mitógenos 
(MAPKs). As proteínas da família MAPKs são mediadores importantes da 
transdução de sinal e desempenham um papel crítico em muitos processos 
celulares, tais como crescimento e proliferação celular, diferenciação, 
sobrevivência e apoptose (Kyosseva, 2004; Kyriakis e Avruch, 2012). A p38 
proteína cinase ativada por mitógenos (p38) e a proteína cinase c-Jun N-
terminal (JNK) são proteínas membros da superfamília MAPK que podem ser 
ativadas por sinais de estresse e promover diversas respostas celulares, como 
por exemplo, a apoptose, dependendo do tipo de célula e do estímulo 
(Heidenreich e Kummer, 1996; Kummer et al., 1997; Juretic et al., 2001; 
Hommes et al., 2003; Dhanasekaran e Reddy, 2008). 
A sinalização da via PI3K⁄AKT é responsável pelos efeitos de 
sobrevivência e função neuronal desenvolvidos pela insulina e pelo IGF (Duarte 
et al., 2008). Portanto, a ativação da via fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) pela 
insulina é capaz de evitar a apoptose em células da retina e gânglios (Kermer 
et al., 2000; Barber et al., 2001; Politi et al., 2001). Além disso, a sinalização da 
insulina e o nível de glicose plasmática são capazes de controlar as vias que 
envolvem proteínas como a proteína cinase B (AKT) e glicogênio sintase 
cinase 3 beta (GSK3β). AKT é uma proteína mediadora chave responsável pela 
sobrevivência e pelo crescimento celular (Scheid e Woodgett, 2001; Hanada et 
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al., 2004) que quando ativada pela insulina através da sua fosforilação 
direciona a célula à sobrevivência. Enquanto a proteína GSK3β quando ativada 
pela insulina através de sua fosforilação tem a sua atividade inibida. Portanto, 
em condições de baixos níveis de insulina (ratos tratados com STZ) ocorre a 
diminuição da atividade AKT e aumento da atividade da GSK3β, provavelmente 
devido a uma baixa sinalização de insulina e a hiperglicemia (Patel et al., 2004; 
Asano et al., 2007). Além disso, a proteína GSK3β quando ativada tem sido 
relacionada com a diminuição da sobrevivência celular e indução de apoptose 
(Miyashita et al., 2009). 
 
1.8 Morte celular e hiperglicemia 
 
Muitos estudos demonstraram que a apoptose desempenha um papel 
importante na perda neuronal e de função cognitiva encontradas no diabetes 
(Zhang et al., 2010; Ye et al., 2011). Uma perda significativa de neurônios do 
neocórtex ocorre em ratos diabéticos induzidos por STZ (Jakobsen et al., 
1987). Já no hamster chinês diabético, a morte neuronal ocorre nos núcleos 
arqueado e ventromedial (Garris, 1984). Portanto, os estudos acima indicam 
que a perda neuronal ocorre em animais diabéticos do tipo 1.  
A hiperglicemia, alteração metabólica encontrada em todos os tipos de 
diabetes, é capaz de promover o EO através da via poliólica, aumento dos 
AGEs, aumento dos subprodutos de peroxidação lipídica e desequilíbrios na 
geração de ERO e defesas antioxidantes (Ceriello et al., 1993; Mercuri et al., 
2000; Lipinski, 2001; Opara, 2002). Alguns estudos sugerem que o EO também 
está associado a apoptose neuronal (Gorman et al., 1996; Nicotera et al., 1997; 
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Sastre et al., 2000). Portanto, é provável que a hiperglicemia possa induzir a 
apoptose pela sinalização via ERO, além disso, evidências recentes sugerem 
que o excesso de produção de ERO está associada à morte celular apoptótica 
(Greene et al., 1999; Lelkes et al., 2001). 
Adicionalmente, algumas proteínas de sinalização consideradas pró-
apoptóticas tais como JNK, p38, Bax, e Caspase-3 parecem estar envolvidas 
na apoptose induzida pela hiperglicemia e relacionadas com as complicações 
diabéticas (Allen et al., 2005; Cavaletti et al., 2007). Foi demonstrado que os 
ERO podem estimular a via de apoptose através dessas proteínas pró-
apoptóticas (Li et al., 2010; Kim et al., 2013). Portanto, a inibição da produção 
de ERO e, consequentemente, a prevenção da sua função podem bloquear 
tanto o início quanto a progressão da neuropatia diabética (Brownlee, 2005). 
Em colaboração, em condição de estresse, a proteína GSK3β pode 
induzir a ativação da caspase-3 e liberação de citocromo c, podendo assim 
ativar a via apoptótica (Park et al., 2009). Além disso, experimentos revelam 
que a glicose elevada causa a redução da expressão de GSK3β fosforilada 
que, por sua vez, acaba aumentando a atividade da GSK3β e finalmente 
direcionando a célula para a via morte celular (Qu et al., 2011). 
Os trabalhos sobre a diabetes neonatal são, na sua maioria, clínicos 
pediátricos desenvolvidos em humanos e que abordam basicamente a 
etiologia, o diagnóstico e o tratamento a ser preconizado. Portanto, estes 
ensaios clínicos não nos possibilitam avaliar os mecanismos nocivos 
diretamente aos tecidos prejudicados nesta doença sistêmica. Para isso, o 
modelo de hiperglicemia induzida por STZ no período neonatal de ratos foi 
capaz de mimetizar em modelo animal condições metabólicas semelhantes as 
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encontradas em pacientes com diabetes neonatal, nos permitindo estudar um 
pouco mais desses efeitos nocivos em vários tecidos (Portha et al., 1974; Rosa 
et al., 2015, Takada et al., 2007). No entanto, atualmente ainda existem poucos 
relatos a respeito dos efeitos da condição metabólica presente no diabetes 
neonatal sobre o SNC (Rosa et al., 2015). Como os mecanismos de dano 
cerebral nessa doença ainda permanecem desconhecidos, várias evidências 
baseadas em estudos recentes indicam que o dano oxidativo induzido pela 
hiperglicemia pode contribuir para danos ao sistema nervoso (Biessels et al., 
2002). Portanto, torna-se de extrema importância investigar os efeitos nocivos 
da condição metabólica presente na diabetes neonatal a fim de elucidar 
possíveis efeitos da hiperglicemia em uma fase neonatal de desenvolvimento 
cerebral.  
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2. JUSTIFICATIVA 
 
Diante de todos os dados acima citados postula-se que o EO parece 
contribuir, juntamente com outros mecanismos com os efeitos nocivos do 
diabetes no SNC (Rosa et al., 2015). Portanto, estudar outros parâmetros de 
EO e verificar a expressão de proteínas relacionadas à sobrevivência e morte 
celular possa contribuir, juntamente com outros mecanismos, a fim de explicar 
de uma maneira mais ampliada os possíveis danos neurológicos induzidos pela 
hiperglicemia em um período crucial de desenvolvimento cerebral. 
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3.  OBJETIVOS 
 
 Objetivo Geral 
O objetivo do presente trabalho foi investigar o estresse oxidativo e as 
vias de sobrevivência e morte celular em um modelo de hiperglicemia neonatal 
induzida por estreptozotocina, com a finalidade de estabelecer os efeitos 
deletérios da hiperglicemia em uma fase crucial de desenvolvimento 
neurológico. 
 
Objetivos específicos 
• Aprofundar o estudo do estresse oxidativo no modelo de hiperglicemia 
neonatal aguda através da medida do conteúdo de peróxido de 
hidrogênio (H2O2) e da verificação do status do metabolismo da 
glutationa pela dosagem da razão da glutationa oxidada versus 
glutationa reduzida. Além disso, através da atividade das enzimas 
relacionadas ao metabolismo da glutationa, a glutamato-cisteína ligase 
(GCL), a glutationa s-transferase (GST) e a glutationa-redutase (GR). 
• Determinar o papel da resposta antioxidante mediante a quantificação 
proteica do Nrf2 e de enzimas como a catalase (CAT), glutationa 
peroxidase (GPx), superóxido dismutase (SOD), tiorredoxina (TRX), 
heme oxigenasse 1 (HO-1) por “Western Blot”. 
• Verificar se a hiperglicemia neonatal é capaz de alterar vias de 
sinalização celular relacionadas à sobrevivência e morte celular através 
da quantificação proteica por “Western Blot” de proteínas como AKT, p-
AKT, Bax, Bcl2, GSK3β, JNK, p-JNK e p38. 
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• Identificar se existe morte celular em cérebro de ratos com hiperglicemia 
neonatal aguda através da técnica de FluoroJade C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
40
4. METODOLOGIA 
 
4.1 Animais 
 
Para o modelo de hiperglicemia neonatal agudo, ratos Wistar são 
apropriados, pois o desenvolvimento diário do seu sistema nervoso é 
equivalente ao que ocorre a cada mês no ser humano (Clark et al., 1993), 
atingindo o desenvolvimento cerebral equivalente ao recém-nascido humano, 
entre o 6º e o 8º dia de vida pós-natal (Hommes et al., 2003). Apesar de 
modelos químicos experimentais com animais não corresponderem 
exatamente à doença humana, eles permitem reproduzir alterações 
metabólicas específicas semelhantes às encontradas em doenças como a 
diabetes, sendo, portanto, úteis para o estudo de suas repercussões. 
Foram utilizados ratos Wistar machos e fêmeas, provenientes do Biotério 
do Departamento de Bioquímica da UFRGS. Os animais foram mantidos com 
as mães até serem sacrificados, em uma sala com ciclo claro-escuro de 12-12 
horas, com temperatura do ar condicionado de 22±1 °C, em gaiolas plásticas 
de 41 x 34 cm e 16 cm de altura, com 8 ratos lactantes por gaiola juntamente 
com a mãe. A maravalha foi trocada a cada dois dias e as mães tiveram 
acesso livre a água e a ração comercial.  
Para induzir o modelo utilizou se estreptozotocina (STZ), um composto de 
glicosamina-nitrosuréia, que tem sido amplamente utilizado para a indução de 
diabetes em diferentes modelos animais (Ashafaq et al., 2014). Este composto 
inibe a síntese de pró-insulina nas células beta pancreáticas e induz alquilação 
do DNA, causando a fragmentação e consequente morte desta célula. Desta 
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forma, a STZ não causa dano em outros tecidos e se mostra eficaz para 
indução do modelo de diabetes experimental (Szkudelski, 2001). 
 
4.1.1 Indução do modelo de hiperglicemia neonatal 
 
Ratos Wistar com cinco dias de vida foram submetidos a um jejum de 8h 
(retirada das mães), durante este período os animais foram mantidos em suas 
caixas na sala de experimentação com uma fonte de calor para a manutenção 
da temperatura (aproximadamente 37ºC) que foi monitorada durante todo este 
período por um termômetro de temperatura ambiente. Este jejum foi realizado 
para evitar a competição da glicose da dieta com a droga utilizada, pois ambas 
internalizam na célula beta pancreática via receptor GLUT2 (Szkudelski, 2001). 
Posteriormente os ratos do grupo diabético receberam uma administração 
intraperitoneal de STZ (100 mg/Kg de peso corporal – diluída com 20% de 
tampão fosfato de sódio 20mM pH 7,4 e 80% de salina) no grupo 
hiperglicêmico e salina nos ratos do grupo controle. As injeções foram 
realizadas no Laboratório 11 do Biotério do Departamento de Bioquímica da 
UFRGS. Após a realização das injeções, os ratos neonatos foram novamente 
colocados com a mãe. 
Aproximadamente 10 horas após a administração de STZ os ratos 
receberam uma injeção intraperitoneal de glicose (2mg/g de peso corporal). O 
acompanhamento glicêmico foi realizado em microgota de sangue obtida por 
punção caudal com sistema de monitoramento de glicose sanguínea por tiras 
(Accucheck-Performa Nano) e foram considerados hiperglicêmicos os ratos 
que obtiveram a glicemia > 200 mg/dL após 48h da administração de STZ. 
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4.2 Preparação do tecido 
 
Para a realização das técnicas de EO, após a indução do modelo os ratos 
foram sacrificados por decapitação sem anestesia, uma vez que este método é 
rápido, eficaz e acarreta alterações mínimas às condições fisiológicas e 
bioquímicas do sistema nervoso. Já para a realização das técnicas de 
histoquímica e “Western Blot” os ratos foram submetidos a uma perfusão 
extracorpórea com salina para a melhor limpeza do tecido cerebral. Em ambos 
os casos, seus cérebros foram removidos, descartando-se o cerebelo, bulbos 
olfatórios, ponte e medula (Mcdannold et al., 2011).  
Para a realização das técnicas de EO os cérebros foram pesados e 
homogeneizados em tampão de homogeneização (tampão fosfato de sódio 20 
mM com KCL 140 mM, pH 7,4). Em seguida, o homogeneizado foi centrifugado 
a 1000g por 10 minutos a 4ºC, utilizando-se o sobrenadante para as medidas 
dos parâmetros de EO. Na técnica de determinação da razão GSSG/GSH foi 
utilizado o tecido cerebral íntegro, que foi mantido congelado até o momento do 
experimento. Finalmente, a descrição sobre a forma de utilização dos cérebros 
dos animais nas técnicas de “Wetern Blot” e FluoroJade C encontra-se nos 
materias e métodos dos artigos. 
 
4.3 Considerações éticas 
 
 O projeto para a realização deste estudo foi aprovado pela Comissão de 
Ética no Uso de Animais da UFRGS com o número 25395. Todos os 
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procedimentos realizados neste trabalho seguiram as considerações e 
definições da NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals (NIH 
publication # 80–23, revised 1996). 
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PARTE II 
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5. RESULTADOS 
5.2  Artigo aceito pela revista “Metabolic Brain Disease” 
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5.2 Artigo submetido à revista “Biomedicine and Pharmacotherapy” 
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5.3 Resultados da Medida do Peróxido de Hidrogênio 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1: Efeito da hiperglicemia neonatal sobre a medida do Peróxido de Hidrogênio (H2O2). 
Os resultados foram expressos em média ± erro padrão (n= 10-16) para experimentos 
independentes realizados em duplicata. Resultados com valores de *p<0,05 foram 
considerados significativos (teste t student). 
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6. DISCUSSÃO 
 
O nosso grupo de pesquisa em estudos anteriores desenvolveu um 
modelo animal com o intuito de mimetizar os efeitos hiperglicemia encontrada 
em humanos durante os seis primeiros meses de vida para, finalmente, 
investigar alguns dos efeitos deletérios da hiperglicemia com enfoque principal 
no tecido cerebral (Rosa et al., 2015). Mesmo assim, vistos os poucos relatos a 
respeito de diabetes induzida por STZ no período neonatal de ratos (Portha et 
al., 1974; Takada et al., 2007; Rosa et al., 2015). Sendo que, a maioria das 
pesquisas clínicas e experimentais existentes na literatura sobre a diabetes é 
realizada, tanto em pacientes quanto em animais na idade adulta e mimetiza, 
principalmente, as diabetes melito tipo 1 e tipo 2 (Ulusu et al., 2003; Kabay et 
al., 2009; Nakhaee et al., 2010; Cumaoğlu et al., 2011). Diante destes fatores, 
cabe ressaltar que grande parte das comparações e discussões realizadas 
neste trabalho foram feitas com animais (ratos) na idade adulta. 
Os estudos com animais que utilizam STZ têm uma longa história no 
campo de pesquisa de indução de diabetes. A STZ é um análogo da glicose, 
pois o carbono-2 de uma hexose na sua estrutura química está ligado à porção 
N-metil-N-nitrosourea da STZ. Portanto, a droga internaliza na célula β com 
baixa afinidade através do transportador de glicose GLUT2 e promove a 
destruição das células β pancreáticas (Karunanayake et al., 1976). A indução 
de diabetes por STZ em ratos promove a inibição da liberação de insulina, e 
consequentemente, provoca um estado de diabetes insulino-dependente 
(Szkudelski, 2001). Supõe-se que o mecanismo da STZ esteja associado a sua 
porção metil nitrosourea, que contém propriedades alquilantes. A transferência 
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do grupo metil da STZ à molécula de DNA provoca danos, que ao longo de 
uma cadeia definida de eventos, resulta em fragmentação do DNA (Yamamoto 
et al., 1981; Pieper et al., 1999). Na tentativa de reparo ao DNA, a enzima poli-
ADP-ribose polimerase (PARP) é superestimulada, levando à diminuição dos 
estoques de NAD+ e, posteriormente, ATP (Schein e Loftus, 1968; Yamamoto 
et al., 1981; Uchigata et al., 1982). O esgotamento da energia celular resulta 
finalmente em apoptose das células β (Heller et al., 1994; Elsner et al., 2002). A 
propriedade de alquilação ao DNA é o principal mecanismo relacionado a 
toxicidade da STZ (Szkudelski, 2001). 
Recentemente, as consequências neurológicas da hiperglicemia no 
sistema nervoso central (SNC) têm recebido maior atenção. Alguns estudos 
mostram que a hiperglicemia é capaz de produzir alterações moleculares, 
celulares e morfológicas no SNC (Reagan et al., 1999). No entanto, os 
mecanismos responsáveis pelo dano cerebral permanecem ainda pouco 
esclarecidos, principalmente, relativo ao período neonatal. 
Várias evidências indicam que o dano oxidativo induzido pela 
hiperglicemia possa contribuir para os danos ao SNC. As espécies reativas 
produzidas pelo quadro hiperglicêmico podem prejudicar as estruturas do 
tecido nervoso, pois reagem com os neurônios e células de Schwann, devido 
ao seu alto teor de lipídeos poli-insaturados (Kumar e Menon, 1993; Aragno et 
al., 2000). Estudos em humanos e em ratos diabéticos têm mostrado que a 
hiperglicemia induz EO, apontando o aumento da produção de radicais livres 
como um mecanismo na neurotoxicidade da hiperglicemia gerada na diabetes 
(Baynes, 1991; Chang et al., 1993; Baynes e Thorpe, 1999) e/ou do prejuízo 
das defesas antioxidantes (Mclennan et al., 1991; Biessels et al., 2002). Com 
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relação ao papel do EO na diabetes, um estudo recente desenvolvido pelo 
nosso grupo neste mesmo modelo agudo, em tecido cerebral, vai ao encontro 
com os resultados citados acima e mostra que a hiperglicemia neonatal 
aumenta os níveis de ânion superóxido no cérebro, aumenta as atividades de 
G6PD, 6PGD e NADPH oxidase, enquanto aumenta a peroxidação lipídica e a 
carbonilação proteica, apesar da elevação das atividades de enzimas 
antioxidantes (SOD, CAT e GPx) (Rosa et al., 2015).  
Diante destes resultados, com o intuito de aprofundar as análises de 
parâmetros de EO analisamos no presente trabalho o conteúdo de H2O2 e 
verificamos que não houve diferença significativa entre o grupo diabético e 
controle (Figura 1).  O ânion superóxido pode originar o H2O2 mediante reação 
de dismutação catalisada pela enzima SOD, (Mccord e Fridovich, 1969). 
Posteriormente, o H2O2 é degradado pelas enzimas CAT e pela GPx, as quais 
se mostraram com atividades elevadas no nosso trabalho anterior, o que pode 
explicar o fato de não haver o acúmulo desta espécie reativa no cérebro de 
ratos diabéticos quando comparado ao grupo controle (Rosa et al., 2015).  
Já com relação à avaliação das defesas antioxidantes avaliamos 
parâmetros relacionados ao metabolismo da glutationa. Primeiramente, foi 
analisada a atividade da enzima GR, esta não atua diretamente na remoção de 
espécies reativas, porém é fundamental para a regeneração da GSH (Carlberg 
e Mannervik, 1985). Com relação a esta enzima não foi observada diferença 
significativa no grupo diabético quando comparado ao grupo controle. A GR é 
uma enzima dependente de NADPH e, consequentemente, também 
dependente da integridade da via das pentoses (Carlberg e Mannervik, 1985). 
No nosso estudo anterior, verificou-se um aumento da atividade de duas 
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enzimas fundamentais da via das pentoses fosfato (G6PD e 6PDG), sendo que 
ambas produzem NADPH, uma coenzima necessária em vários sistemas 
redutores, inclusive na regeneração da GSH pela GR. Portanto, sugere-se que 
o sistema de regeneração da GSH deste modelo agudo pode estar em 
equilíbrio, pois o NADPH, substrato da GR, está sendo produzido em 
quantidades adequadas (Rosa et al., 2015). 
No ensaio da GST, uma enzima que catalisa a detoxificação de vários 
compostos, xenobióticos e peróxidos (Ramsay e Dilda, 2014), também não foi 
encontrada diferença significativa entre os grupos diabético e controle. Com 
relação ao ensaio da enzima GCL não foi encontrada diferença significativa 
entre os grupos estudados. A GCL é responsável pela etapa limitante da 
síntese de GSH, ou seja, quando a concentração intracelular de GSH está 
baixa, a GCL é estimulada por retroalimentação negativa e mais GSH é 
produzida (Lu, 2013). Nossos resultados se mostraram diferentes dos obtidos 
por alguns estudos, nos quais foi observada a redução tanto da GR, quanto da 
GST na diabetes induzida por STZ (Raza e John, 2004; Ashafaq et al., 2014). 
No entanto, a possível justificativa seria o tempo de tratamento e a idade dos 
animais, já que estes estudos realizaram as análises em um modelo de 
hiperglicemia crônica em ratos adultos, enquanto que as análises deste 
trabalho foram realizadas em um modelo agudo e em ratos neonatos, o que 
pode ter contribuído para esta diferença nos resultados. 
Quando o organismo apresenta um excesso de oxidantes e/ou uma 
deficiência do sistema de defesa ocorre um desequilíbrio entre o consumo de 
GSH e a produção de GSSG. Portanto, a razão dessas duas moléculas é 
utilizada para medir o nível de dano oxidativo ao qual o tecido está submetido 
  
80
(Ferreira e Matsubara, 1997). Neste ensaio citado não foi verificada diferença 
significativa entre os grupos analisados. Estes resultados estão de acordo com 
os resultados que mostraram que a atividade da GR também se mostrou 
inalterada neste modelo agudo. A GR é a enzima responsável pela 
regeneração da GSH e neste estudo verificou-se que ambas GSSG/GSH estão 
em equilíbrio. Podemos justificar este equilíbrio neste modelo agudo pela 
hipótese de que GR não apresentou alteração significativa em sua atividade e 
teve suprimento adequado de NADPH, a partir da via das pentoses. Desta 
forma podemos considerar que a GSH também se apresentou inalterada, pois 
a manutenção da forma reduzida da glutationa depende da atividade da GR e 
dos níveis de NADPH (Rosa et al., 2015). Finalmente, nossos resultados 
mostram que o metabolismo da glutationa parece não estar alterado no modelo 
de hiperglicemia neonatal, visto que as enzimas GST, GR, GCL e a razão 
GSSG/GSH não mostram diferença estatística entre os grupos analisados.  
Como já dito anteriormente, a situação metabólica encontrada no diabetes 
pode tornar os tecidos mais suscetíveis ao EO (Atalay et al., 2004). A 
expressão da proteína TRX é afetada pelo estresse e tem a capacidade de 
proteger o tecido contra a apoptose induzida pelo EO (Nakamura et al., 1997). 
Portanto, a expressão proteica da TRX mostrou-se aumentada no cérebro dos 
ratos diabéticos quando comparada a expressão proteica no cérebro dos 
animais pertencentes ao grupo controle. No tecido cerebral, o sistema 
tiorredoxina compreende a TRX e TRX redutase, enzima dependente de 
NADPH, podendo proporcionar uma proteção as ERO formadas durante vários 
eventos de hipóxia ou isquemia (Siu et al., 2004; Stroev et al., 2004). Em 
contraste com o nosso resultado, um estudo mostrou que no diabetes houve 
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uma diminuição na atividade da TxrR sem alterações nos níveis da proteína 
TRX (Schulze et al., 2004). Já outro estudo realizado em ratos diabéticos não 
mostra alterações na atividade e na expressão da TRX (Lappalainen et al., 
2009). Apesar dessas contrariedades, acredita-se que o aumento na produção 
de espécies reativas, já mostrado neste modelo (ânion superóxido), possa 
colaborar para este resultado de aumento na expressão proteica da TRX, com 
o intuito protetor exercido por essa molécula. Além disso, o tempo de 
tratamento influencia na resposta do tecido, estes estudos com resultados 
diferentes dos nossos são considerados crônicos, enquanto que o nosso 
estudo é considerado agudo e, portanto mais compatível com o mecanismo de 
resposta citado acima como uma justificativa para o nosso resultado. 
Ainda com relação às defesas antioxidantes, avaliamos neste trabalho a 
expressão do fator de transcrição Nrf2, que é responsável por diversas funções 
biológicas e desempenha um importante papel no equilíbrio redox celular 
através da regulação da expressão de genes que codificam proteínas de 
detoxificação e antioxidantes (Venugopal e Jaiswal, 1996; Itoh et al., 1999; 
Jaiswal, 2004). Quando a célula se encontra sem estímulo de alteração redox 
as moléculas de Nrf2 estão principalmente no citoplasma, ancoradas à proteína 
Kelch-like associada ao ECH 1 (Keap1) e normalmente ocorre a ubiquitinação 
de Nrf2 e subsequente degradação no proteossoma. Já quando a célula se 
encontra em resposta ao dano oxidativo, os resíduos de lisina da proteína 
Keap1 são modificados, resultando na ruptura do complexo e no aumento de 
moléculas de Nrf2 livres. As moléculas livres de Nrf2 serão então translocadas 
para o núcleo e o Nrf2 liga-se à sequência de nucleotídeos, nomeadamente o 
elemento de resposta antioxidante (ARE), na região promotora de uma bateria 
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de genes que codificam enzimas antioxidantes (Itoh et al., 1999; Li e Kong, 
2009). As principais enzimas antioxidantes reguladas por Nrf2 incluem heme 
oxigenase 1, Mn-superóxido dismutase, sequestossome 1, NAD(P)H quinona 
oxidorredutase 1, glutationa peroxidase, glutationa S-transferase A1 e 
glutamato-cisteína ligase (Nguyen et al., 2009). Além disso, várias outras 
proteínas cinases incluindo MAPK, PERK e AKT, também podem ser capazes 
de fosforilar Nrf2 e estimular sua translocação e ação nucleares (Huang et al., 
2000; Cullinan et al., 2003; Brunt et al., 2006; Xu et al., 2006). No diabetes ele 
pode ser avaliado como um parâmetro importante de defesa diante da 
hiperglicemia e a consequente formação de espécies reativas (Negi et al., 
2011; Sahin et al., 2012; Zhao et al., 2013; Agca et al., 2014; Liu et al., 2016). 
No presente trabalho, verificou-se a diminuição da expressão do Nrf2 na 
porção citosólica de ratos diabéticos quando comparado ao grupo controle. 
Cabe ressaltar que a amostra utilizada no nosso trabalho é o sobrenadante do 
homogeneizado de cérebro total após centrifugação; portanto, correspondente 
a porção citosólica celular, já que todos os estudos anteriores do nosso grupo 
avaliaram este mesmo compartimento celular. Estudos recentes realizados em 
cérebros de ratos adultos diabéticos estão de acordo com o nosso trabalho 
mostrando a diminuição da expressão de Nrf2, sendo que em todos estes 
estudos as amostras de cérebro foram centrifugadas e o sobrenadante utilizado 
nas análises de expressão proteica (Negi et al., 2011; Sahin et al., 2012; Agca 
et al., 2014). Desse modo, esses resultados nos levaram a criar uma hipótese 
na qual os níveis mais baixos de Nrf2 no grupo diabético, quando comparados 
ao grupo controle, podem ser possivelmente explicados pela sua translocação 
ao núcleo graças a um estímulo celular que requisitou a transcrição de diversas 
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enzimas que participam dos processos de proteção tecidual. Com o intuito de 
reforçar esta hipótese cabe ressaltar que Takahashi et al, 2012 mostrou que a 
hiperglicemia crônica foi capaz de promover a translocação do Nrf2 para o 
núcleo em cultura neuronal, verificado através de análises histoquímicas. 
Consequentemente, o Nrf2 quando translocado para o núcleo tem a finalidade 
de induzir a expressão de várias proteínas de detoxificação e antioxidantes 
(Takahashi et al., 2012). 
Ainda no cenário das defesas antioxidantes, as células são equipadas 
com um elaborado sistema enzimático, sendo que a primeira linha de defesa é 
constituída pelas enzimas antioxidantes, SOD, GPx e CAT, que diretamente 
neutralizam os radicais livres, evitando possíveis danos celulares (Halliwell e 
Gutteridge, 2007). No presente trabalho, analisou-se a expressão proteica 
dessas três principais enzimas antioxidantes, uma vez que suas atividades 
enzimáticas estavam aumentadas, como observado em estudos anteriores 
usando o mesmo modelo animal (Rosa et al., 2015). Diante disso, verificamos 
que a expressão proteica da CAT se mostrou aumentada no cérebro do grupo 
diabético quando comparado ao grupo controle, enquanto que as expressões 
das enzimas SOD e GPx não se mostraram diferentes nos grupos analisados. 
Este resultado corrobora com o nosso resultado relativo ao conteúdo de 
peróxido de hidrogênio, que não mostrou diferença significativa entre os grupos 
analisados, ou seja, no grupo hiperglicêmico o H2O2 pode estar sendo formado, 
mas não sofre um acúmulo detectável na técnica analisada possivelmente 
devido à expressão e atividade aumentadas da catalase. Além disso, 
reforçando esta ideia um estudo recente apresentou um efeito protetor da 
elevação da expressão e atividade da catalase em neurônios da raiz dorsal do 
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gânglio, submetidos a condicionamento pró-oxidante (peróxido de hidrogênio e 
glicose) (Vincent et al., 2009).  
O diabetes é uma condição conhecida por induzir alterações nas 
atividades e expressão das enzimas CAT, SOD e GPx; entretanto, os 
resultados existentes na literatura são variados (Scott e King, 2004; Jabeen e 
Saleemuddin, 2006; Tripathi e Chandra, 2010). Os diferentes dados incluem 
diminuição, aumento ou nenhuma alteração nas atividades e expressão de 
enzimas antioxidantes em animais diabéticos. Estas variações podem ser 
justificadas pelas diferenças na idade dos animais, na duração do tratamento e 
ou no tecido a ser estudado. Além das alterações na atividade das enzimas 
antioxidantes, alterações na expressão de mRNA destas enzimas também 
foram relatados em vários tecidos (Matsunami et al., 2009; Sadi et al., 2012).  
Outra proteína, regulada pelo Nrf2, é a HO-1, a qual neste trabalho, teve 
sua expressão aumentada no grupo diabético quando comparado ao grupo 
controle. A HO-1 é uma proteína induzível pelo EO, e possui um papel 
fundamental na proteção contra danos oxidativos no diabetes e em doenças 
cardiovasculares (Cao et al., 2009). Vários estudos demonstraram que a 
expressão de HO-1 cerebral é marcadamente induzida por diversos fatores 
incluindo lesões cerebrais (Ryter et al., 2006; Syapin, 2008). Um estudo 
recente mostrou que em astrócitos a expressão de HO-1 induzida por 
hiperglicemia é mediada pelo sinal de ERO derivado tanto da NADPH oxidase 
quanto da mitocôndria. Estas espécies podem ativiar as proteínas MAPK e os 
fatores de transcrição NFκB e AP-1 e exacerbar a neuroinflamação ou 
neurodegeneração derivada de diabetes e hiperglicemia. Neste contexto, a 
ruptura dessa homeostase pode provocar a modulação da expressão de HO-1, 
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tendo como mediadores as ERO induzida por hiperglicemia (Yang et al., 2016). 
Diante desses achados e baseado no nosso estudo anterior (que mostra o 
aumento da atividade da NADPH oxidase), podemos sugerir que a 
hiperglicemia é capaz de induzir a expressão da HO-1 possivelmente pela 
produção de ERO (ânion superóxido), como uma resposta contrarregulatória 
para minimizar o dano oxidativo a este tecido (Rosa et al., 2015). Além disso, 
segundo Yang CM et al, 2016 a ativação da expressão da HO-1 pela 
hiperglicemia pode desencadear alterações neuroinflamatórias e até ativar vias 
que induzem a apoptose neuronal. 
Evidências recentes mostram que a hiperglicemia, condição metabólica 
presente em todas as formas de diabetes, parece estar envolvida em danos ao 
SNC devido aos altos níveis de glicose, assim como alterar vias de sinalização 
envolvidas com a sobrevivência e morte celular neuronal (Kummer et al., 1997; 
Xi et al., 2005; Chen et al., 2014; Yang et al., 2016).  
A via das MAPKs parece estar alterada em condições hiperglicêmicas e 
tem sido correlacionada com os danos ao cérebro induzidos pela hiperglicemia 
(Evans et al., 2002; Venkatachalam et al., 2008; Soetikno et al., 2012). Diante 
disso, o presente trabalho analisou a expressão proteica da p38 e JNK, visto 
que, segundo alguns estudos, estas proteínas parecem sofrer alterações mais 
expressivas na condição diabética (Ho et al., 2000; Cavaletti et al., 2007). A 
hiperglicemia neonatal foi capaz de aumentar a expressão proteica da p38 e 
não foi capaz de alterar a expressão proteica da JNK e p-JNK, apesar do grupo 
diabético mostrar valores de JNK 1,75 vezes maior que os controles. Diante 
disso, cabe ressaltar que o modelo de hiperglicemia neonatal induzido por STZ, 
utilizado neste trabalho, foi capaz de produzir nos animais: hiperglicemia e uma 
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baixa sinalização de insulina, a fim de mimetizar nos animais a condição 
metabólica presente nos recém-nascidos com DN (Rosa et al., 2015). Portanto, 
baseado no fato de que a proteína p38 é negativamente regulada pela insulina 
no cérebro (Kummer et al., 1997) podemos sugerir que a falha na sinalização 
da insulina presente neste modelo pode ter um papel no aumento da expressão 
proteica da p38. Estudos recentes realizados em ratos diabéticos (induzidos 
com STZ) estão de acordo com os nossos resultados, nos quais foi observado 
o aumento na expressão da p38 em várias estruturas cerebrais (Ramakrishnan 
et al., 2005; Cavaletti et al., 2007). Além disso, Ramakrishnan R et al, (2005) 
realizaram a administração de insulina e o efeito de aumento da expressão da 
p38 foi revertido. 
Sequencialmente, a ativação da fosfatidilinositol 3-cinase (PI3K) pela 
sinalização de insulina é capaz de evitar a apoptose em células da retina e 
gânglios (Kermer et al., 2000; Barber et al., 2001; Politi et al., 2001). Pois a 
sinalização da via PI3K⁄AKT é responsável pelos efeitos de sobrevivência e 
função neuronal desenvolvidos pela insulina e IGF (Duarte et al., 2008). Diante 
disso, estudamos neste modelo a expressão da AKT, proteína chave envolvida 
nos processos de sobrevivência e crescimento celular (Scheid e Woodgett, 
2001; Hanada et al., 2004). Neste sentido, os cérebros dos ratos com 
hiperglicemia neonatal não mostraram alteração na expressão proteica de AKT 
total e apresentaram uma diminuição na expressão da proteína p-AKT, 
provavelmente pela diminuição na sinalização de insulina. Em acordo com os 
nossos resultados, um estudo realizado em células da retina mostrou que 
elevados níveis de glicose diminuem a expressão da p-AKT in vitro e in vivo. 
Além disso, neste mesmo estudo a diminuição da sinalização de sobrevivência 
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da p-AKT foi responsável em parte pela apoptose causada pela hiperglicemia 
(Xi et al., 2005).  
Outra proteína envolvida na via de sinalização da insulina através do PI3K 
é a GSK3β. O aumento da atividade dessa proteína está correlacionado com 
alterações cerebrais presentes em doenças neurodegenerativas (Jope e 
Johnson, 2004). Um estudo recente, que utilizou um tratamento de diabetes 
com nove semanas sem insulina, mostrou uma diminuição significativa na 
fosforilação do receptor de insulina, essa diminuição na fosforilação promove a 
fosforilação e o consequente aumento na atividade da GSK3β (Jolivalt et al., 
2008; Thomas et al., 2013). No entanto, no presente estudo a expressão da 
proteína GSK3β não foi alterada no modelo de hiperglicemia neonatal. Diante 
disso, torna-se importante ressaltar que o nosso trabalho verificou um curto 
período de tempo (5 dias de tratamento) que pode não ter sido suficiente para 
alterar a expressão dessa proteína. 
Estudos recentes mostram que a morte celular por apoptose tem um 
importante papel na neurotoxicidade do diabetes (Zhang et al., 2010; Ye et al., 
2011). Baseado nessa evidência e nas alterações acima citadas em proteínas 
que estão envolvidas em vias de sobrevivência e morte celular, o presente 
estudo analisou a morte celular neuronal através da técnica de FluoroJade C 
em cérebro de ratos com hiperglicemia neonatal induzida por STZ. Nossos 
resultados mostraram que os cérebros de ratos com hiperglicemia neonatal 
possuem cerca de três vezes mais neurônios mortos com marcação 
fluorescente quando comparado aos cérebros de ratos controles. Este 
resultado está de acordo com estudos realizados em cultura de células 
neuronais, que quando submetidas a altos níveis de glicose apresentam uma 
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diminuição na viabilidade celular (Liu et al., 2013; Afrazi et al., 2014; 
Aminzadeh et al., 2014; Yang et al., 2014; Yang et al., 2016). Ao encontro com 
estes resultados, Wu KJ et al (2012) mostraram um aumento no número de 
células positivas através de uma técnica de morte celular (TÚNEL) em córtex e 
hipocampo de ratos com diabetes induzida por STZ (Wu et al., 2012). Além 
disso, um estudo recente mostrou que a hiperglicemia é capaz de promover 
morte celular neuronal através da produção de ERO via NADPH oxidase e via 
mitocondrial, sugerindo então o potencial da hiperglicemia em promover dano 
oxidativo e consequentemente dano neuronal (Yang et al., 2016). De acordo 
com o contexto, ERO que são produzidas durante o EO parecem estar 
envolvidas na ativação de algumas vias de sinalização para morte celular.   
Nesse sentido, modelos de superexpressão do gene da Bcl2 mostram a 
proteção das células através da supressão da lipoperoxidação (Hockenbery et 
al., 1993), do aumento do conteúdo da GSH e NADPH em dois tipos de células 
neuronais (Kane et al., 1993; Ellerby et al., 1996; Esposti et al., 1999) e do 
aumento de CAT, GR e GPx (Ellerby et al., 1996). No presente trabalho, a 
expressão proteica da proteína Bcl2 foi aumentada no cérebro de ratos com 
hiperglicemia neonatal quando comparado ao cérebro dos animais do grupo 
controle. Segundo Ellerby LM et al., 1996 a superexpressão da Bcl2 é capaz de 
aumentar a atividade de enzimas antioxidantes, cabendo ressaltar neste 
momento, que é o resultado que temos em estudos anteriores neste mesmo 
modelo (aumento da atividade da SOD, CAT e GPx) (Rosa et al., 2015).  
No nosso estudo, os ratos com diabetes neonatal apresentaram 
hiperglicemia e baixa sinalização de insulina, sendo que nestas condições os 
cérebros dos ratos mostraram uma diminuição na expressão da proteína de 
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sobrevivência p-AKT e um aumento na expressão da proteína p38, 
direcionando assim a célula à morte celular, que foi constatada no cérebro dos 
ratos com hiperglicemia neonatal. Diante desses fatos, acreditamos na 
possibilidade do resultado de aumento na expressão da proteína Bcl2 
encontrado no cérebro dos animais diabéticos possa ser devido a um efeito 
contra regulatório ao processo de morte celular, enquanto que a proteína Bax 
não mostrou alteração nos níveis de expressão proteica. Existem estudos 
recentes que mostram resultados contrários aos nossos, nos quais a expressão 
da Bcl2 está diminuída em cultura celular neuronal submetida a altos níveis de 
glicose (Liu et al., 2013; Afrazi et al., 2014). Outro estudo que utilizou ratos 
diabéticos induzidos por STZ apresentou uma diminuição na expressão da 
proteína Bcl2 e um aumento na expressão da proteína Bax em córtex e 
hipocampo (Wu et al., 2012). As diferenças experimentais tais como a 
utilização de ratos adultos e os diversos tempos de indução de diabetes, 
podem explicar as divergências dos nossos resultados em relação aos dados 
da literatura. 
Existem estudos que mostram a expressão da proteína caspase 3 sem 
alterações significativas em cérebro de ratos com hiperglicemia induzida por 
STZ (Guo et al., 2014) e em cérebro de embriões submetidos a altos níveis de 
glicose (Kruse et al., 2012), mas devemos assumir como uma limitação do 
estudo não termos avaliado a expressão da proteína caspase 3. No entanto, 
baseado nestes estudos que mostram a ausência de alterações na caspase 3 e 
no fato de que a hiperglicemia neonatal foi capaz de induzir morte neuronal 
sem a ativação da Bax e com a ativação da Bcl2, nós podemos pensar na 
possibilidade da morte celular induzida pela hiperglicemia no cérebro dos ratos 
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diabéticos não ser ativada pela via mitocondrial. Todavia, existem outras 
formas de ativar a morte celular, por exemplo através da autofagia.  
A autofagia tem sido correlacionada com a de morte celular em vários 
processos patológicos incluindo a diabetes (Singh et al., 2009; Wang e Miao, 
2012). Portanto, o papel da autofagia na patogênese da diabetes está sobre 
recentes investigações, e dentre as explicações para o início do processo de 
autofagia na diabetes estão: a baixa sinalização de insulina (Barrett et al., 
1982); a deficiência do IGF e a expressão do receptor de IGF (Hoffman et al., 
2010; Liu et al., 2010); a hiperglicemia (Liu et al., 2010); o dano proteico e 
alterações no metabolismo lipídico (Kim et al., 2007; Singh et al., 2009); e 
finalmente o dano a lipídeos (Hoffman et al., 2011; Muller et al., 2011). Ou seja, 
no presente estudo os cérebros de ratos diabéticos mostraram baixa 
sinalização de insulina, hiperglicemia e dano lipídico e a proteínas, estes 
resultados poderiam estar colaborando para o início do processo de dano 
celular por autofagia. 
Com relação a avaliação dos parâmetros que envolvem sobrevivência e 
morte celular (expressão proteica e morte celular) podemos supor que o 
modelo de hiperglicemia neonatal induzido por STZ produziu hiperglicemia e 
baixa sinalização de insulina, condição metabólica semelhante aos recém-
nascidos que possuem diabetes neonatal. Os cérebros de ratos com 
hiperglicemia neonatal apresentaram um aumento na expressão da proteína 
p38 e uma diminuição na expressão da p-AKT, ambas as alterações de 
expressão proteicas rompem com o processo fisiológico de sobrevivência e 
proliferação celular, além disso, finalmente o cérebro destes ratos diabéticos 
apresentaram três vezes mais morte celular que o grupo controle. Portanto, nós 
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supomos um efeito contra regulatório à morte celular neuronal através do 
aumento da expressão da Bcl2, enquanto que a Bax não mostrou mudanças 
significativas nos grupos estudados. Estes resultados nos mostram possíveis 
alvos terapêuticos a serem estudados a fim de tratar pacientes com esta 
condição patológica. 
Finalmente o conjunto destes dados aponta para alterações relevantes 
tanto em parâmetros de morte celular neuronal quanto em parâmetros de EO 
no cérebro de ratos com hiperglicemia neonatal, sendo que estas ERO podem 
ter um importante papel na neurotoxicidade induzida pela hiperglicemia, 
principalmente com relação a morte celular encontrada neste modelo de 
hiperglicemia neonatal induzida por STZ. Portanto, o tratamento preventivo dos 
danos oxidativos pode auxiliar significativamente como alvo terapêutico contra 
os danos nocivos da hiperglicemia em um período crucial de desenvolvimento 
do SNC.  
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7. CONCLUSÕES 
 
De acordo com os resultados obtidos no trabalho podemos concluir que: 
a) Identificou-se a existência de morte celular neuronal no cérebro de ratos 
submetidos ao modelo agudo de hiperglicemia neonatal através da 
técnica de FluoroJade C, enquanto que no grupo controle não se 
verificou a marcação fluorescente de morte celular neuronal.  
b) Os cérebros dos ratos hiperglicêmicos apresentaram um aumento da 
expressão das proteínas p38 e da Bcl2 e uma diminuição expressão da 
proteína p-AKT quando comparadas aos cérebros dos ratos controles. 
Já com relação à expressão das proteínas AKT, JNK, p-JNK, GSK3β e 
Bax não foi verificada diferença entre os grupos hiperglicêmicos e 
controles. Portanto, verificou-se que a hiperglicemia neonatal foi capaz 
de alterar algumas proteínas responsáveis pelas vias de sinalização 
relacionadas à sobrevivência e morte celular no cérebro (p38 e p-AKT). 
c) Por outro lado, ratos com hiperglicemia neonatal apresentaram uma 
diminuição na expressão proteica do Nrf2, enquanto que apresentaram 
um aumento na expressão proteica da CAT, TRX e HO quando 
comparados ao grupo controle.  Já com relação a SOD e GPx não 
houve diferença na expressão dessas proteínas quando comparada ao 
grupo controle. Portanto, a hiperglicemia neonatal pode ter provocado a 
translocação do Nrf2 para o núcleo, que também pode ter contribuído 
para o aumento da expressão das enzimas antioxidantes CAT, TRX e 
HO. 
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d) Foi verificado que em cérebro de ratos submetidos a um modelo de 
hiperglicemia neonatal aguda tanto o metabolismo da glutationa quanto 
o conteúdo de peróxido de hidrogênio não se apresentaram se 
alterados. Portanto, no cérebro de ratos hiperglicêmicos não se verificou 
diferença estatística nos parâmetros razão do conteúdo de glutationa 
oxidada e reduzida, nas atividades das enzimas GST, GR, GCL e na 
medida de H2O2 quando comparados aos ratos do grupo controle. 
 
Finalmente a figura 2 ilustra esquematicamente os principais resultados 
obtidos no modelo animal de hiperglicemia induzido por STZ. O modelo foi 
capaz de promover hiperglicemia e baixa sinalização da insulina, condições 
presentes em pacientes com diabetes neonatal. A hiperglicemia e baixa 
sinalização da insulina colaboram para o aumento na expressão da proteína 
p38 e diminuição na expressão da p-AKT, portanto possivelmente direcionando 
a célula para a morte celular, que foi verificada neste mesmo modelo através 
da técnica de FluoroJade C. Diante disso, verificou-se um possível efeito contra 
regulatório através do aumento na expressão da proteína Bcl2, que tem seu 
efeito antiapoptótico comprovado, da diminuição do Nrf2 no citosol e sua 
possível translocação pro núcleo, ajudando também no aumento da expressão 
de enzimas como a CAT, Trx e HO-1. Portanto, a busca por estratégias 
terapêuticas para a prevenção das alterações encontradas neste trabalho pode 
auxiliar no tratamento da diabetes neonatal a fim de evitar, principalmente, a 
morte celular observada no cérebro em um período crucial de desenvolvimento 
do SNC. 
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Figura 2: Esquema dos principais resultados obtidos no modelo de hiperglicemia neonatal 
induzido por estreptozotocina (STZ). (p38) p38 proteína cinase ativada por mitógeno; (p-AKT) 
proteína cinase B fosforilada; (Nrf2) fator nuclear eritroide relacionado ao fator 2; (CAT) 
catalase; (Bcl2) célula-B de linfoma 2; (Trx) tiorredoxina; (HO-1) heme oxigenase 1. 
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